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第1章 緒言
ヒトの生活習慣病や家畜の生産病に総称され る代謝性疾 患の発症 には、遺伝 的要因と環
境要 因が関与することが知 られている。遺伝 的要因とは複 数遺伝子の支配によるものであると.
考 えられ ている。従来、このような複雑な形 質の解 析は困難 であったが、近年 の多型性DNA
マーカーおよび統 計的手法の開発 により、QTL(QuantltativeTraitLocus)マッピング法を用
いた多因子性 疾患の遺伝学的解析が可能になってきた。
KKマウス(以下KKと記す)は肥満型のインスリン非依存性糖尿病(Non-insulin-dependent
diabetesmellitus;NIDDM)を発症 する疾患モデルマウスである。KKに認められる肥 満は成
熟後に至っても中程 度である[図1】。KKのアグー チ座 にAyアレルを導入す ると顕性の糖 尿病
を示し、肥満もより充進する[図1]。KK及びKK-Ayマウス(以下KK-Ayと記 す)にお ける肥満
の発症時 期は比較的遅く、これ らの点から、KKはヒトNIDDM研究のための好適なモデル動
物 であるとされている。
本研究の 目的は、KKにお ける主要な病態である肥満 ・NIDDM・高脂 血症の遺伝学的解
析 を行い、疾病 の原因遺伝子 ・遺伝子座 を明らかにすることである。更 に、KKの病 態に及 ぼ
すAyアレル の効果を明 らかにすることも目的 とした。
第2章KKマウスにおける肥満の遺伝的基礎およびその量的調節に及
ぼすAyアレルの効果
材料および方法
[マウスおよび交配]
C57BL/6J系統の雌 マウス(aa;BB;CC)とKK-Ay系統の雄マウス(Aya;BB;Cc)の交配によ
りF1マウス(以下F1と記 す)を得 た。F1のうち、アグーチ座 の遺伝子型 がAy/aのマウス(毛
色が黄色)どうしの交配によりF2を作 出した[Ay/Ayホモ個体は着床期 に死 亡する]。得られ
た192匹のF2を実験に供した。アグーチ座遺伝子型および性別ごとの内訳 は、93匹のa/a
マウス((以下F2a/aと記す)黒色:雄49・雌44)と99匹のAy/aマウス((以下F2Ay/aと記
す)黄色:雄50・雌49)である。全マウスとも実験期 間を通じ、単独 で飼育した。
[体重・体脂肪量・体脂肪率の測定]
各マウスの体重は、離乳時より10日間隔で測定した。体脂肪量は小動物体構成成分解析
装置(EM-SCAN)を使用し、非侵襲的に計測した。体脂肪率は体脂肪量の体重に対する百
分率として表した。
[マイクロサテライトマーカー座 の遺伝子型判別]
ゲノムDNAは 定法に基づき、マウスの尻尾か ら調整した。マイクロサテライトマーカー多型
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はPCR・電気泳動法により検 出した。
[QTLおよび統 計解 析]
表 現 型 デ ー タの解 析 のため に、F2マウスをアグー チ座 の 遺伝 子 型 により2つのサ ブグル ー
プ に分 類 した。F2a/aおよびF2Ay/aである。各 々の群 内で雌 雄 差 を最 小 にす るため に、表
現 型 値 を標 準 化 した。QTL解 析 はMapmaker/QTLプログラムを使 用 し、F2a/aおよびF2
Ay/aを各 々独 立 に実行 した。QTLが同 定 され た後 は、F2a/aおよびF2Ay/a各々 にお いて、
QTLの 最も近 傍 のマー カー 遺伝 子 型 ごとに分類 し、二 元配 置 の分 散 分 析 に よりマー カー 座
の遺 伝 子 型 、性 別 、お よびそれ らの交 互 作 用 の 統 計 的 有 意性 を調 べ た。LODScorσ4.3以上
の染 色 体 領 域 を統 計的 に"signi且cantlinkage"(有意 な連 鎖)とみ なし(α=0。05レベ ル)、また、
LODScQre2.8以上4.3未満 を"suggestivelinkage"(示唆 され る連 鎖)とした。
60日齢 時 体 重 に関 して、F2a/aにお い て、signi丘cantlinkageが第4番 染 色 体 、D4Mit1マ
ー カー 近傍 に 同 定され た[図2、表1]。また 、suggestivelinkageが2つ、第15お よび18番 染
色 体 に 同 定され た。F2Ay/aではslgni丘cantlinkageが第6番 染 色 体 、D6Mit361近傍 に同 定
され た。さらに2つ のsuggestivelinkageが第4お よび16番 染 色 体 に同 定 され た[図2・3、表
1]。第4番 染 色 体 の遺 伝 子 座 はF2a/a、A'/aの両 者 にお い て、同 一 の位 置 に同 定 され たた
め 、我 々はこの遺 伝 子 座 に β陶1(BodyweightQTL1)とい う遺伝 子 記 号 を命 名 した。また、F2
Ay/aのみ で同 定 され た第6番 染 色 体 の遺 伝 子 座 を β陶2と 命 名 した[表1]。また、6ヶ,月齢
時 の 体 重 ・肥 満 形 質 に 関して、F2a/aにお いて は3つ のsuggestivelinkageを、またF2Ay/a
で は1つ のsuggestivelinkageを同 定した[表2]。F2a/aでは6G目 齢 時 体 重 と同 様 の第4
番 染 色 体 に体 重 遺伝 子座 が 同 定 され た。F2Ay/aにお いても、60日齢 時 体 重 に 関す る β陶2
が6ヶ 月 齢 時 の 体 重 ・体 脂肪 量 ・体 脂 肪 率 のす べ てに関 与 した。
F2Ay/aには 認 め られ るがF2a/aには認 め られな い遺 伝 子 座 はAyア レル の 修 飾 因 子 と
考 えられ る。F2Ay/aにお いて、60目齢 時 体 重お よび6ヶ 月 齢 時 の体 重 ・体脂 肪 量 ・体 脂肪
率 の両 者 が 同様 の染色 体 領 域 に同 定 され た事 実 は 、この β粥σ2はAyア レル の影 響 下で 体
脂 肪 の蓄 積 を増 大させ ることにより体 重 を増 加 させ るとい うことを示 している。
視床 下 部 で発 現 す るメラノコル チ ン4レ セプター(MC4R)は、レプ チン作 用 の下 流 で 、体 重
調 節 に重 要な役 割 を果 たす と考 えられ てお り、また異 所 性 に発 現 したアグー チペ プ チドは
MC4Rアンタゴニストとして機 能 す ることによりαMSH作 用 を遮 断 す る。したがって、β陶2は
αMSH・MC4R間 に存在 す る代 謝 経 路 に 関 与す ることが 示唆 され る。β噂2が 同 定され た領
域 に はperoxisomeproliferator-activatedreceptorgamma(∫う∂顧,gluc setransporter3
(αα'3),またtumornecrosis飽ctorreceptor1(7hかノ)などが 存在 す る。
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第3章KKお よびKK-Ayマウスにおけるインスリン非依存性糖尿病の遺伝学的解析
田夏腔 内グルコース負荷試験(IPGTT)および血漿インスリンの測 定]
約4ヶ,月齢時 において、16時間の絶食後、2.8Mグルコース溶液 を2g/kg体重となるように、
各マウスの腹腔 内に投与した。グルコース測 定はIPGTTの0分(グルコース投与前の絶食時
血糖)、30、60および120分後 に尻尾から採血した全血に対して行 った。耐糖能は、30,60
および120分時 の血糖値の総 和により評価した。
F2a/aにおいて絶 食時血糖値 に関与する遺伝子座として、第3、5、6および14番の4染
色体に4つ の遺伝子座を同定した[表3]。このうち第6番 染色体の遺伝子座 のみがsigni丘cant
linkageを示 し[図4、表3]、」㍗g1(FastingglucoseQTL1)と命名 された。耐糖能および血漿
インスリン濃度 に関与する遺伝 子座 は同定されなかった。
F2Ay/aにおいてはsigni丘cantlinkageを示す遺伝 子座 は確認されなかったが、3つの
suggestiveIinkageが同定された。一つは絶食時血糖値 に関与す る遺伝 子座 で第9番 染色体
に同定された。残 りの二つは耐糖 能に関与するもので、それぞれ 第1及 び8番 染色体 に同
定された[表3]。第8番 染色体上の遺伝子座に関してD8M三t191マーカーにより分類した
lPGTTの結果 を図5に示す。各遺伝 子型間の耐糖能の差は特に雌 において顕著であった。
本章における研究成果から次の結論を導くことができる。(1)KKにおける絶食時血糖 は
複数の遺伝 子により調節され ている。F2A'/aにおいては、絶食時血糖値 に関しては一つの
遺伝 子座 しか検 出されなかったが、これ は、Ayアレルによる、糖 尿病への強い影 響のためで
ある。Ayアレル は 」%σ1の効果を消去した。(2)耐糖能に関わる遺伝子座は、F2Ay/aのみ
に同定された。この結果 は、KKにおける耐糖能異常の程度は軽度であるが、Ayアレル の導
入により顕性糖尿 となるという従 来の知見と一致する。
第4章 遺伝性肥満KKお よびKK-Ayマウスにおける血漿脂質濃度の
調節 に関わる量的形質遺伝子座
F2a/aにお いて、総 コレステ ロー ル に 関しsigniHcantlinkageを示 す ・3つの 遺伝 子座 が第
1及 び3番 染 色 体 に 同 定され た[表4]。HDLコレステ ロー ル に 関してsigni五cantlinkageを示
す 遺 伝 子 座 が一 つ 第1番 染 色 体 に、また2っ のsuggestlvelinkageを示 す 遺 伝 子 座 が第1
及 び3番 染 色 体 に 同 定され た[表4、図6]。トリグリセリドに関 して、suggestivelinkageを示 す
遺 伝 子 座 が 一 つ 第9番 染 色 体 に同 定 され た。NEFAにっ い てsignl負cantiinkageを示 す 遺 伝
子 座 が 一 つ 第9番 染 色 体 に同 定 され た。、
F2Ay/aにお いては 、総 コレステ ロー ル に関 して3つ のsuggestivelinkageを示す 遺 伝 子
座 が 第1及 び 第9番 染 色 体 に同 定 され た[表4]。HDLコレステ ロー ル に関 して、二つ の
signiHcantlinkageを示 す 遺 伝 子座 が第1番 染 色 体 に 、一 つ のsuggestivelinkageを示 す 遺
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伝子座 が第9番 染色体にそれぞれ同定された[表4、図6]。
上記、第1番染色 体上に同定され た遺伝子座 の近傍に存在するアポリポ蛋 白A-II
(月ρo∂2)座は血漿HDL濃 度を規定する可能性 を持つ候補遺伝子である。KKおよびB6の
両 系統 のアポリポ蛋 白A-IIcDNA塩基配列を決 定し、比較した結果、ORF309塩基 中、7塩
基の置換が認め られ[図7a]、3アミノ酸の置換 が推 定され た[図7b]。アポリポ蛋 白A-IIの
PCR-RFLP解析による結果に基 づき、、4ρ082遺伝子の染色体上の位置を決 定したところ、
月ρo∂2はDIMitl50に非常 近く、その間隔は、F2a/aでは1.1cM、F2Ay/aでは0.5cM
であった[図6]。
第6章 総括
本研 究では遺伝性肥満マウスKKお よびKK-Ayにお ける肥満、インスリン非依存性糖尿病
及 び高脂 血症 の遺伝 学的解析 を行い、以 下の結果を得 た。
1,KKの 体重は複数の遺伝 子座 により調節され ている。
2.これ ら体重調節 に関与する遺伝 子座 の組 み合 わせはAyアレル の導入により変更される。
Ayアレル存在時 のみに特異的 に作用する遺伝子座 はKK-Ayマウスにお けるより充進し
た体脂肪 蓄積 に関与する遺伝子座と考えられる。
3.絶 食 時血糖 値は複数の遺伝 子座 による調節 を受 けるが、それ らは体重調節 に関与する
遺伝 子座 とは異なる。またその効果はAyアレル の影 響により容易に凌駕 される。
4.KKに お ける血漿脂質濃度 は多数の遺伝子座 により支配される。特 に、コレステロール 濃
度 はApoa2座に強く連鎖する。
5,肥 満 に関与する遺伝子 と脂質 の蓄積 ・代 謝に関与する遺伝子とは異なる。血漿脂 質の量
的調節 に及 ぼすAyアレルの効果は体重に関する場合とは対照 的に軽微 である。
以上のように本研究ではKKマ ウスの体重 ・肥満 、インスリン非依存性糖尿病、高脂 血症の
遺伝 学的基礎を明 らかにしたが、,これらの研究は疾病の発症に関与する原因遺伝子 の同定
の基礎となるものと考えられる。
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Table1.IdentificationofQTLsforbodyweightat60days
F2mice
Genotypeatagouti
locus
Chromosome ClosestmarkerLODscore Varianceexplained
%
Genesymbol
?
?
?
?
?
?
?
?
?
D4Mitl
D15Mit171
D18Mit150
?
?
??
?
?
?
21.9
24.3
16.7
Bwq1
Aワa
Aワa
Aワa
?
?
??
D4Mitl
D6Mit361
D16Mit131
?
?
?
?
??
?
?
16.5
22.2
21.2
Bwgl
Bwg2
Table2.IdentificationofQTLsforobesityat6monthage
F2mice
Genotypeatagouti
locus
Chromosome
{Closestmarker)
Trait しODscore Varianceexplained
%
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
4(D4M旧)
10(D10Mit95)
10(D10Mit95)
15(D15Mit159)
6(D6Mit361)
6(D6Mit361)
6(D6Mit361
Bodyweight
Carcasslipidweight
Adiposity
Carcasslipidweight
Bodyweight
Carcasslipidweight
Adioosi
?ー
?
?
?
?
?
??
?
」
?
?
」?
?
?
?
15.0
18.3
18.2
12.7
18.5
24.6
25.5
Table3.IdentificationofQTLsforhyperglycemiaatfastingandduringIPGTT
FZmice
Genotypeatagouti
locus
Chromosome
(Closestmarker)
Trait LODscore Variance
explained
%
Genesymbol
?
?
?
?
?
?
?
?
Aワa
Aワa
Aワa
3(D3Mit102)
5(D5Mit113)
6(D6Mit268)
14(D14Mit165)
9(DgMit229)
1jDiMit303)
8(DSMit191
Fastingglucose
Fastingglucose
Fastingglucose
Fastingglucose
Fastingglucose
Glucosetolerance
Giucosetolerance
2.8
2.8
6.d
3.0
?
》
?
?
?
?
?
?
?
?
』
?
?
?
21.9
15.1
30.9
14.4
12.8
12.2
12.e
Fgq肇
Table4.ldent爾cationofQTLsofplasmalipid
F2miceChromosomeClosest
marker
Tバglyce圃de Cholesterol NEFA
了btal HDL
PhospholipidGene
symbol
LODscorearianceexplained
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
Aソa
Aワa
Aワa
Aワa
Aワa
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
DlMit399
DlMitiSd
D3Mit102
DgMit163
DgMit353
D12M旧58
DlMit425
DIMit150
DgMit196
DgMit229
D12Mit190
4.2(18.7)
2.8(12.5)
4.5(19.8)
5.0(22.1)
4.3(23.9)
4.0(17.4)
4.2{18.2)
3.3(15.1)
3.9(17.5)
4.5(20.0)
3.9(22.2)
4.6(19.8)
4.7(20.0)
3.0(14.4)
4.3(21.6)
2.9(14.3)
3.4(14.7
3.6(16.2)
3.3(15.0)
3.3(14.3)
Cqi
Cq2
Cq3
Nq1
?
?
?
?
?
?
?
?
?
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Figure1.Comparisonof'bodysizeandfurco{orbetweenobeseKK-A"(yel{ow),
KK(albino)andleanC57BL/6J(black).Allmicearefemales,andtheageis
about6months.ThebodyweightinKK-AyandKKismorethan50g,abouttwo
foldhigherthanthatinC57BL/6J.》
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論 文 審 査 結 果 要 旨
KKマウス(KK)は肥満型のインスリン非依存性糖尿病(NIDDM)を発症する疾患モデルマウスである。
KKのアグーチ座にAyアレルを導入すると顕性の糖尿病を示 し肥満が充進する6K:KおよびKKAyマウス
(KKAy)における肥満の発症時期は比較的遅 く,KKはヒトNIDDM研究のための好適なモデル動物とされ
ている。
本研究は,QTL(QuantitaveTrai七Locus)マッピング法を用いて多因子性疾患の遺伝子学的解析法に
よって,KKにおける主要な病態である肥満 ・NIDDM・高脂血症の遺伝学的解析 を行い,疾病の原因遺
伝子 ・遺伝子座を明らかにしようとしたものであるである。さらに,KKの病態に及ぼすAyアレルの効
果について検討を加えた。
KKの体重は複数の遺伝子座により調節され,主 要な因子は第四番染色体上(Bwq1)に存在することを
明らかにした。これら体重調節に関与する遺伝子座の組み合わせはAyアレルの導入により変更された。
すなわち第四番染色体上の遺伝子座(Bwq1)に加えて,第6番 染色体上の遣伝子座(Bwq2)が主要な遺伝
子座 として体重 ・体脂肪 ・体脂肪率に貢献するようになった。
絶食時血糖値は複数の遺伝子座による調節を受けるが,中 でも第6番 染色体上のFgq1が主要遺伝子座
である。Fgq1は体重調節に関与する遺伝子座Bwq2とは第6番 染色体上の異なる位置に存在する。それ
らは体重調節に関与する遺伝子座 とは異なり,またその効果はAyアレルの血糖上昇効果に比べれば微弱
であることを明 らかにした。
KKにおける血漿脂質濃 度は多数の遺伝子 により支配され,特 に,コ レステロール濃度はApo2座に強
く関係する。KKの肥満,NIDDMおよび血漿脂質濃度は基本的には別々の遺伝子座により調節される。
体重調節に関する場合と対照的に,Ayアレルは血漿脂質の量的調節にほとんど影響 しないことを明らか
にした。
本研究ではKKマウスの体重 ・肥満,イ ンスリン非依存性糖尿病,高脂血症の遺伝的基礎 を明 らかにし
た。これらの研究は疾病の発症 に関与する原因遺伝子の同定の基礎 となる貴重な研究である。
よって審査員一同は,本論文提出者に対 して,博士(農学)の学位を授与するのにふさわしいと判断 し
た。
一84一
